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論文の内容の要旨 
（目的） 
核小体は、リボソーム生合成が行われる核内構造体である。細胞の増殖はリボソーム生合成の活
性と密接に関連しており、過剰な活性化は細胞のがん化に繋がると考えられている。リボソーム生
合成は、rRNA転写、rRNAプロセッシング、そしてリボソームアセンブリーの3段階から構成される。
リボソーム生合成の活性は、核小体構造の成熟度を反映している。つまり、リボソーム生合成が停
止する分裂期では核小体構造は崩壊し、リボソーム生合成の活性が回復するG1期初期に、核小体構
造の再形成は開始される。従って、リボソーム生合成の活性は、核小体構造によって制御されてい
る可能性がある。G1期初期には、 rRNAプロセッシング因子などのRNA-タンパク質複合体 
(ribonucleoprotein, RNP) が、核質中の複数の焦点prenucleolar body (PNB) に集合する。そして、RNP
がPNBからrRNA遺伝子を含む特定の染色体領域 (nucleolar organizer region, NOR) に集合すること
で、成熟した核小体構造が形成される。しかしながら、RNPがNORに集合する分子機構は明らかに
なっていない。また、分裂期において核小体構造が崩壊する分子機構も明らかになっていない。本
研究は、核小体構造を制御する因子を同定し、細胞周期を通じた核小体構造制御の分子基盤を明ら
かにすることを目的として行なわれた。 
 
（対象と方法） 
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細胞周期を通じた核小体因子とNORとの相互作用を検討するため、非同調および分裂期同調のヒ
ト子宮頸がん細胞HeLa細胞を用いて、クロマチン免疫沈降が行なわれた。次に、核小体構造過程に
おける、rRNAプロセッシング因子のNORとの相互作用がクロマチン免疫沈降により検討された。
また、核小体構造を制御する因子として転写因子Upstream Binding Factor (UBF) に着目され、UBF
がノックダウンされ、rRNAプロセッシング因子とNORとの結合がクロマチン免疫沈降により検討
された。同時に、rRNAプロセッシング因子とNORとの結合へのUBFの必要性を検討する目的で、
NOR以外の染色体領域にUBFを局在させ、rRNAプロセッシング因子の局在が間接蛍光抗体法によ
り検討された。核小体構造の崩壊の分子機構を明らかにするため、崩壊の一因と考えられている核
小体タンパク質の分裂期特異的なリン酸化修飾の有無が検討された。また、UBF以外の核小体構造
を制御する因子が探索された。HeLa細胞から核小体を単離し、塩酸抽出によって溶出された画分か
ら、r-chromatinに結合するUBFやヒストンシャペロンB23などを含むタンパク質が液体クロマトグラ
フィー質量分析により複数同定された。その中から、r-chromatinおよびsmall nucleolar RNP (snoRNP) 
と結合することが報告されていた分子シャペロンNopp140が着目され、解析された。Nopp140の核
小体の構造と機能に与える影響を調べるために、Nopp140がノックダウンされ、間接蛍光抗体法お
よび透過型電子顕微鏡による細胞の観察、rRNA転写の検討がなされた。また、Nopp140が細胞増殖
に与える影響も検討された。 
（結果） 
非同調および分裂期同調の細胞を用いたクロマチン免疫沈降の結果、rRNAプロセッシング因子
は間期においてr-chromatinと結合し、分裂期においてr-chromatinから解離した。rRNAプロセッシン
グ因子は、rRNA遺伝子の転写領域に多く結合していることが明らかにされた。また、分裂後のrRNA
転写の再開を阻害すると、一部のrRNAプロセッシング因子がNORに集合せず、成熟した核小体構
造は形成されなかったが、rRNAプロセッシング因子とr-chromatinとの結合は回復した。さらに、
UBFをノックダウンすると、rRNAプロセッシング因子とr-chromatinの結合が減少した。しかし、UBF
をNOR以外の染色体領域に局在させても、rRNAプロセッシング因子はそこには集合しなかった。
また、UBFとrRNAプロセッシング因子が分裂期特異的なリン酸化修飾を受けており、このリン酸化
修飾は、rRNA転写の再開を阻害しても解除されることが明らかにされた。Nopp140をノックダウン
すると、約25%の細胞の核小体構造が変化したものの、残りの細胞の核小体構造に明瞭な変化は見
られなかった。しかし、Nopp140をノックダウンした細胞は細胞増殖能が低下し、rRNA転写活性が
低下した。また、Cajalボディのマーカータンパク質coilinの焦点が顕著に減少した。 
（考察） 
間期におけるrRNAプロセッシング因子とr-chromatinの結合と、分裂期における結合の解消は、核
小体構造の形成と崩壊を反映することが示唆された。すなわち、核小体の構造は、rRNAプロセッ
シング因子とr-chromatinの結合によって制御される可能性が示唆された。また、rRNAプロセッシン
グ因子が、rRNA遺伝子の転写領域に多く結合したことから、rRNA前駆体のプロセッシングが、転
写と協調することが支持された。また、rRNA転写の再開を阻害すると、成熟した核小体構造は形
成されなかったものの、rRNAプロセッシング因子とr-chromatinの結合は回復したことから、核小体
構造の再形成は、rRNA転写の再開前の第一段階と、再開後の第二段階に分けて行われることが示
唆された。UBFはrRNAプロセッシング因子とr-chromatinが結合するために必要であるが十分でなか
ったことから、UBFに次ぐ第2の因子の存在が示唆された。また、r-chromatinと結合したrRNAプロ
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セッシング因子が、分裂期特異的にリン酸化されたことは、リン酸化による核酸あるいはタンパク
質との結合力の低下が、rRNAプロセッシング因子のr-chromatinからの解離を促すことが推測された。
また、このリン酸化修飾がrRNA転写の再開を阻害しても解除されたことから、rRNA転写再開前の
rRNAプロセッシング因子のNORへの集合 (第一段階) がrRNAプロセッシング因子のリン酸化修飾
に依存することが推測された。Nopp140は、核小体の構造維持には必須ではないが、rRNA転写には
必要であることが示唆された。しかし、興味深いことに、核小体とは別の構造体であるCajalボディ
の形成には必要であることが示唆された。 
 
審査の結果の要旨 
 
（批評） 
 本研究では、間期におけるrRNAプロセッシング因子とr-chromatinの結合と、分裂期における結
合の解消は、核小体構造の形成と崩壊を反映することが示唆された。核小体構造の再形成は、rRNA
転写の再開前の第一段階と、再開後の第二段階に分けて行われることが示唆された。UBFはrRNA
プロセッシング因子とr-chromatinが結合するために必要であるが十分でなかったことから、UBFに
次ぐ第2の因子の存在が示唆された。これらの本研究成果は、細胞周期を通じた核小体構造制御の
分子基盤を明らかにする上で重要な知見であり、高く評価される。 
平成 26 年 1 月 8 日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもと論文について説明
を求め、関連事項について質疑応答を行い、最終試験を行った。その結果、審査委員全員が合格と
判定した。 
よって、著者は博士（医学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものと認める。 
 
